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definiert. bevorzug* Auy«* ^ AnsprUc^n * 
ren* nach Ansoruch 3 rfnCM ^j^te Ausgc- 
und 5 wiedergegebon. wen©™ 
otaltungsn totgen. tcachrtoben bei F. 

Webec et ^'y. Feb. 1984. 

DNA slehe 6- Jah" ^£Zw**». femer 

Vo , 48. 363-370 . und sd. USA. 

E-Frsgmom ^J^^T^a 2, W». 
des dss P* « ^-^T^eTa Becombinanten 

Isolhwt. die 341 bzw. ZtK dp . 45 a brw. 

te , ^net ^ ^-Sequenz 
,263 bis -52* 0bw1appung von 

196 b P «*» ^.TTfSiS d-el. Aha .1 

und RHigleren ^^^^En^r^aWiv- 

hybridisiert. 1st ^ n ^ a E ^^2^SoV von 

Dor Gnnancer erhoht *e E» P 
Kaninche-Beuglobin ^^^^ minde- 
orrterhalb des ^^^^"^ngig von der 

^^^2^ SV40. MM - 

nem w*«ten ^^^^0.1^*0 
Mause-, Batten- und Fr< ^. h n z ®" e ^ tischen syste- 

Bel der Anwendung kann /"^J"' Jl^— 
Promoter ellrnlniert ^^TuKe 

I^S^ d^ 2bau von Adaptor 
odor UnKem modtfizlert warden. Prornotor 
Bet Verwendung mK dom e '^"°" r ^ 

donor consensus sequence JfJ^^en 
-apUee acceptor sequence" des *u expnm«™ 

Qens - . •_, ^rtj die EfBndung 

In dem tolgenden Be»spi©» wtra o» 

nMher ©rtttutert. 



. .1 abO-. wurde elne 

N3Ch ^ durch EflEm* der 72 bp 
-Enhancer-Falte ^ und Kpnl) aus 

5 -repeat region" C^™***™ Psti-m-Freg- 

dem SV40-Oenom ^^^0 169. wurde 

ment (2.1 ? n ^a bp-groBe StUcke 

xertegt und mrt der einan ^ 
turn zeigten. , ung # n 262 bp-Seg 

ment von HCMV D ^ ^ ng eingetreten war. 

(Nucleohde w ^^^e. Hierdurch ergab 
(Nucleotide 67 Ms T^T erWgw 5V40-DNA 

Uh «ne ^99^8 beS 2 T bp-repe*^ 

(Rgur 1b) »st das ^'J" ^ -04- bezeichnet. 
g enWarnmemundd«^gabe bln8nte mrt 

25 ^T^^^^^chateUga^P- 
341 bp HC ^"r; rfo _ fi Hnoaren -enhancer-Fai- 
duW mrt den Enden «™'J^ n von rfen KpnJ- 
Ie -.MoleWlls ^ e ^^p^cn waren. 

ond Xbal-Enden der ^^XcST^au vor der 
vcrmutuch ^J*™?^£^en Zette). Die 
Ugatton «nr«rhalb der «^ |n ^ ngu . 

tP " r, Hind III C-Fragment des rekomblnanten 
Des Hind «l Pstl-m-Frag- 

ment von HCMV wurder ia ^ ln beiden 

Ortenuerungen k ^^^ n die Hind ui. und XhoW 
ausoeschnrttenund^^cje ternalb 

Schnrrtstene von PjJ^ ^^"^ 6 t al.. Cell 

^Slr^^e^eri- ISu H-L Acids 

Nati. Acod. 8d. USA 78 0981)5051^ . 

ber et al.. BHHIW*";- S^S«W 503" 

514). Dlo tnr^r^r-WirKung .^^^yge 

^^^r^BlS: ^J* 'iat^Texpres- 
cytoptesmattscher ^g^ktionen 

in rtel^ ^--^ Sstruidionen 
dingunoen verglicnen. ^ » fl -Giobin m.n- 
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der Orientjcrung - steigert. 

rSTSI OE, FR, GB, n. U. LU. NL, SE 

,. DNA-Fragment m.t 

rvotische ExpTBSslonssystome, dadurch 0^ 

der Prfi-Schnittstelle. wclche ^ wf ""* 

mente das Human-Cytomegalievlrus (HCMV) 
Ws »r Position - 118 des genannten 
SgmJn* orstr^kt. oder Enhancer-akUve T» ^ 
le odor Mutanten da von. 
2. DNA-Fragment nach Anspruch 1. dadurch go- 

-524 bis -45*. -458 bis -118^468 bis 263 
oder - 263 bis - 118. vorzugswolse von - 118 
Ss - 458 odor - 283 bis - SZ4. erstreckt 

3. Verfahren zur Verbesserung oukaryotisoh or E*- 
nressionssystome. dadurch c^kennzotehnet. 

oStoodor unterhalb des Strukturgens 
bi.^Xu^onsregion *. DNA-Fregrnent 
nach Anspruch 1 odor 2 eingebaut w.rd. 

Verfahren nach Anspruch 3. 
zeichnet. da0 das DNA-Fragrnenl MMM 
olyva 7000 bp oborhalb oder unterhalb dor ge 
nanntcn Stellen oingebaut wlrd. 

5. Verfahren nach Anspruch 3 odor 4. dadurch 
* gekcnnzeichnot. da« das 

gor als 3000 bp oberhalb oder unterhalb der 

gcnannten Stellen oingebaut wlrd. 

e Verwendung etnes DNA-Fragments nach An- 
so^h 1 ^er 2 zur Verbesserung outoryot,- 

sSS e^essionssyateme. ^ urch £Tl 

Sfhnet. da* das DNA-Fragment oberha* 
oder unterhalb de* Strukturgens bzw. der Re- 
gulaUonsreglon eingebaut wlrd. 

Patonun»pniohe «Ur foigond^n Vertregssta-t : 
AT 

* Verfahren zur Herstollung ©Ines DNA-Frag- 

Scprosstonssystome. dadurch gekenr^chnet 
S «n DNA-FragmenU das slch von dor Ps*" 
Schnittstolle. welche stronaufw&jte vo^ Trar^ 
kriptonsstartpunkt dee P-M-m-Fraamente des 
KSyXgallevirus ^ 
Position - 118 des genannten Fragments ^ er- 
sSToder Enhancor-akbve Teite oder Mut- 
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30 



33 



40 



00 



56 



anten davon isoiiert wtrd. 

lionen - 524 b»s - 118. , " 7. „~, 
bis - 458. - 458 bis - 118. - 458 b,s - 263 oder 
. 283 bis - 118. vorzogsweise von - 118 bis 
458 oder - 283 bis - 524. orstreckt. 

Verfahren rur Vorbesserung oukaryottscher Ex- 
o^nssysteme. dadurch gekonnzjchnet 
Z^rhln, oder unterhalb ^ S^rg.ns 
ZZ, dBr Reguletionsreglon oin DNA-Ragment. 
XT 2*2n der Pstl-Schnltt*elto. welche 

J; PsO-m-Ragments des "^^^"^ 
Hevirus (HCMV) liegU bie zur PoehHon 118 
oos genannten Fragments erstr«*t, °oot 
STharLr-aktlve Telle oder Mutanten davon 

eingebaut wird, 

S Strukturgens bzw. ^ F^u^s^ 
ein ONA-Fregment das s,ch ^f^^f. 
nen . S24 bis - 118. - 524 bra - 263. ■ -S2 4 b« 
3.- 458 bis -118. -458 bis- H**- 283 
tts . 118. voraugsweise von - 118 bis 
o^r - 263 bis - 524 eretreckt. eingebaut wird. 

5. verfahren nach Anspruch 3 ^*£*££. 
nekennzeichnet da6 das DNA-Fragment hOcIv 
Sns etwa 7000 bp 
der genannten Stellen emgebaut wlrd. 

6 verfahren r^chmirKlestens^^rA^prO- 
che 3 bis 5. dadurch gekennzetahnel, dafl das 
DNA-Fragment wonlger als ^P^^- 
oder unterhalb der genannten Stellen e.ngc- 

baut wlrd. 

7. Verwendung eines DNA-Fragmente. dassich 
von der PsthSchnlttstelle. seiche strorn^ 

nonnten Fragments erstreao. v»™ 

oz^. der Rogutationsreglon oingebaut w,rd. 

. verwendung olnes ON^montt ^nach ^ 
sprue* 7. da. von den Po^o^n 5ZA 

bT- "8. - 524 bis - 263. - 524 bte - 458. 
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118. vorzugsweise von ■ 
263 bis - 524 efstreckl, 
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BE, CH, OE, FB, GB, IT, U, UU, NU « 

A DNA fragment with enhancer acthnty tor 

DNA fragment expends from the Pstl c£»v«g 
. te ^."t, i B located upstream from the tran 
SpCstaVpoTof Z Pst<-m fragment of 
ZZ£ cjtomeoal^rus (HCMV) to position - 
3 SJSnent. or enhancer-active carts 
or mutants thereof. 

„ a DNA fragment as claimed in claim 1. 

* iZn Ihe ONA foment ^ 
tions -524 to -118. -524 to-263. -524 £ -J» 
-458 to -118. -458 to -263 or ■*» »J 
preferably from -11 8 to -458 or -263 to -524. 

3. A pr^ lor the improvement of eukaryottc 
e^rSon systems, which eompneeo m- 
rxSon of a DNA fragment as claimed ro 
SET o° 2. upstream or downstream of the 
" S^uralgeno or of the regulation reg.on. 

A _ a ,-ocess as claimed In claim 3. wherein the 
A ' ^S^^ncorpc^ted 

about 7,000 bp upstream or downstream of the 

sttes specified. 

c Th P orocess as claimed m claim 3 or 4. 
& whored DNA fragment Is 'ncorp^^ 

than 3.000 bp upstream or downstream ot the 

sites specified. 
<; The use of « DNA fragment as claimed in 

expression systems, wherein the DNA Jr^ 
rnent is incorporated upstream or downstream 
Ti iESS aene or of the regulation re- 

glon. 

Claims for the following Contracting Stole : AT 

- a nrA ~* B for the preparation of a ONA frag- 

pression systems, which corn^^ J 
» DNA traoment which extends from the rsn 

™ I which la located ups*eem from 
SrScrlpllon start point of »• MMJ** 

ment of human cytomegalovirus (HCfMOO 

Josltlon -118 of said fragment, or enhancer 

scUve parts or mutants thereof. 



2. The process for the preparation of a ONA 
* SgmentascU.medinclalml.v^nthe 

ONA fragment extends from posrbons -524 to 
118 .524 to -263. -524 to -468. -458 to -118. 
^58 to -263 or -263 to -118. preferably from 
•118 to -458 or -263 to -524. 

3. A process for the improvement <* ^^<* c 
* Session systems, which ^jJ^S 
poratlon ot a DNA fragment whteh .extends 
from the Pstl cleavage ^ ~ h, ^£^ f 
upstream from the transenption a^ po^ or 

,he Pstl-m fragment of human 
mrMVi to position -118 of asld fragment, or 
llh^r^active parts or mutants thereof, up- 
of the structural gene or 

of the regulation region. 

. Th C nrocoss for the improvement of cufceryotic 
H^reS^systems as claimed in « ! 

orc ,erabty from -118 to -458 or -263 to 
R l^s^Spor-ted upstream or downstream 
25 2 »e sSr^ - of the regulation re- 

gion. 

c ThP orocess a* claimed in claim 3 or 4, 
* ^e^ ONA fragment Is 

mo* than about 7.000 bp upstream or down- 
stream of the sites specified. 
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c Th« orocess as claimed In at least one of 
6 ' SmsT^ wherein the DNA fragment . 
Sjorated leas than 3.000 bp upstream or 
downstream ot the sites specified. 

t The use of a DNA fragment which extends 
7 ' lam Te Pstl cleavage site which is located 
uotfreem from the transcription start pornt of 
S^sZi fragment of human cytomegalovirus 
£c^"^oUon -118 of ^J^Z 
enhancer-active parts or mutants mere* tor 

gene or of the regulation region. 

4ta jzoa *n -263, -524 to *w« w 
^'tfaS 0-263 to -118. preferably from 
-118 to -458 or -263 to -524. 
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ZaDN s'etend du site de 
se trouve en amont du point <>« <*P*£j£ '* 
SrSSptJon du fragment ™^ <*^f. 
tovirus homaln (HCMV). lusqua. la P OT,b0 " 
ST*, fragment 

tents de celui-d ayant one ectovtte d activates. 

, Fraament d'ADN selon to rovendication 1 . ca- 
* en ce que le frag-nt d'ADN £ des 

positions - 524 a - 118. - 524 a - 2B3. & 
468 - 458 a - 118. - 458 a - 263 ou - 263a 
55 de preference do - 118 a - 458 de - 
263 & - 624. 

3. Proce* poor ^-^^2 $Z 
p^sion •ucaryoiw. .JJfJJ Tre^ndlca- 

structure ou de le region regulatnce. 

- p^de selon la revendication 3. cerecterlsS 
SSqLii insere le fragment d'AON. au £us 
T^on 7000 bp en amont ou en aval de la 
position mentionn^e. 
6. Procede-eton la revendication 3 ou 4 .cjacji- 
rftf en ce qu'on Insere le fragment d'AON * 
^7^3000 bp en amont ou en .vs. oo .a 
position me-rtUonrrfe. 

6. Utilisation d'on fragment ^ ADN 

dication 1 ou 2. pour am^liorer des sys^mes 
d-exoression micaryotes. carectensoe en ce 
t^nXe ,e lament d'ADN en amont ou 
cn aval du gene de structure ou de la region 
regulatrice. 

Revendtcatlons pour mat oonuaotant survant 
: AT 



s'etend du site de coupuro de Pstl. qui se 
trouve en amont du point de <*P«*2 * 

S^Cnain (HCMV). J* B ^ 0 mu . 
H8 du fragment cite, ou des 
tents de cX-ci ayant une actrvrte d'activateur. 

„ o^d* oQur preparer un fragment d'ADN a*- 

fragment d'ADN va des peal ttoos • WW h 
,18. - 524 fe - 263. - 524 a - 458. - 458 a 



in8 , . 458 a - 263 OU - 263 I - lift * 
presence de - .18 a - 458 ou de - 263 a 

524. 

. 3. Precede pour ^^ *r&<™ 

pression eucaryotes. eerectens* en ce qyon 
insere. en amont ou en aval du gene *«n* 
Lre ou da la region regulatnce. un fragment 
4%>u q a\ s'etend du site de coupure de Pstl. 
ouTse Souve cn amont du point de depart d« 
U trSscSon du fragment Pstt-m du^W- 
ga£L, numaln (HCMV). ^J"^^ 
1, B du fragment cite, ou des P«w^ mu 
Lms de ceSTavant une actJvite d-actWaleur. 

" *. Precede pour omeUorer des ^™™«' D ~ 
prSton eucaryotes selon »a nrvend^on £ 

263 a - 524. 

* 6. Pfo«^eselonlarevend^tton3ou4ca^t6- 
rise en ce qu'on insere le fragment d ADN. au 
£s l ttLn 7000 bp en amont ou en aval 
de le position manttonn^e. 

30 a. Proceed ..Ion au moms 

a a 5 caracterise en ce qu'on Insere te Irag 
^nt d'^N a molns do 3000 bp en amont ou 
on aval de la position mentionnee. 

SSiSSS^* cytomegalovirus humain 
iX'a l« Position - 1 18 du fragment 
S?S? *5rt- ou mutants de celuW ayant 
urt acthS6 tfactivateur. pour ameHorer des 
sJster^eTd'expression eucaryotes c^acten- 
see en ce qu'on Ins&re le fragment d ADN en 
Zmou on «val du gene de structure ou de 
la region rSguletnce. 

8. UtiBsatJon. selon la revendication 7. d'un frag- 
ment d'ADN qui va de, potions 5^ k _ 
11B . - 624 a - 263. - 524 a - 458 468 
118, - 458 a - 263 ou - 263 » ^ 
preterence de - 118 a - 458 ou de - 263 a 
524. 
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